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Der epitheliale Natriumtransport in der postnatalen Lunge ist für einen ausgeglichenen 
Flüssigkeitstransport und eine gesunde Lungenfunktion unabdingbar. Eine bedeutende Rolle 
spielt hierbei der epitheliale Natriumkanal (ENaC). Es ist bereits bekannt, dass unter dem 
Einfluss von weiblichen Sexualhormonen, wie Progesteron, oder durch die Substitution von 
Glukokortikoiden, wie Dexamethason, die mRNA-Expression des ENaC und dessen 
elektrophysiologische Aktivität erhöht wird. Zur Lungenreifeinduktion werden bei 
Frühgeburtlichkeitsbestrebungen hohe Dosen von Glukokortikoiden verabreicht, die im fetalen 
Kreislauf auf hohe Progesteronkonzentrationen treffen. Die Auswirkung dieser 
Hormonkombination auf den epithelialen Natriumtransport ist bisher unbekannt. Um dieser Frage 
nachzugehen, wurden alveoläre Epithelzellen von Rattenfeten auf permeablen Membranen 
gezüchtet und mit unterschiedlichen Konzentrationen von Progesteron und Dexamethason 
inkubiert. Anschließend wurde die mRNA-Expression der drei Untereinheiten des ENaC (α, β, γ) 
mittels Real-Time PCR analysiert. Mit Hilfe von Ussing-Kammer Messungen wurden die Einflüsse 
auf den epithelialen Natriumtransport ermittelt. Durch die Experimente konnte der stimulierende 
Einfluss beider Hormone auf die mRNA-Expression bestätigt werden, wobei Dexamethason 
einen deutlich stärkeren Effekt erreichte. Durch die Kombination beider Hormone kam es zu einer 
signifikant geringeren mRNA-Expression und einem verminderten funktionellen Natriumtransport 
im Vergleich zur reinen Dexamethasoninkubation. Der Einsatz von Hormonrezeptor-Antagonisten 
zeigte, dass eine Blockierung des Progesteronrezeptors die mRNA-Expression erhöhte, 
wohingegen die Hemmung des Glukokortikoidrezeptors die mRNA-Expression der ENaC-
Untereinheiten verminderte. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Glukokortikoide und 
weibliche Geschlechtshormone, die einzeln zur Erhöhung der Natriumabsorption führen, durch 
die Kombination beider Hormone ihren Einfluss auf den Natriumtransport reduzieren. 
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Abkürzungen 
 
ENaC – Epithelialer Natriumkanal 
FDLE – fetale distale Lungenepithelzelle (fetal distal lung epithelia)  
GRE – glucocorticoid-response-element 
Iamil – Amilorid-sensitiver Isc 
Isc – Kurzschlussstrom (short-circuit current) 
Iouab – Ouabain-sensitiver Isc 
Nedd4-2 – neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated protein 4-2  
RDS – Atemnotsyndrom des Neugeborenen (respiratory distress syndrom)  








Für den Körper eines neugeborenen Kindes ist es eine Herausforderung, sich nach der Geburt 
an die ungewohnte Umgebung zu adaptieren. Zwei Ereignisse stehen hierbei für die funktionelle 
Anpassung an das postnatale Leben im Vordergrund. Zum einen kommt es mit der 
Durchtrennung der Nabelschnur zur Unterbrechung des plazentaren Blutkreislaufes und dadurch 
zu einer massiven Veränderung des Blutdruckes im gesamten Körper. Die zweite besondere 
Herausforderung stellt, vor allem bei Frühgeborenen, die Adaptation der Lunge an die 
Luftatmung dar. Diese muss direkt nach der Geburt erstmals ihre Funktion aufnehmen, damit das 
Kind überleben kann. Um bei drohender Frühgeburt die Reifung der Lunge zu unterstützen ist es 
medizinischer Standard, der Mutter hohe Dosen Kortison zu verabreichen. Durch diese Therapie 
treffen im kindlichen Körper hohe Mengen von Glukokortikoiden auf die während der 
Schwangerschaft vermehrt gebildeten weiblichen Geschlechtshormone.  
Die folgende Arbeit beschäftigt sich mit den Einflüssen, die aus der Kombination dieser 
Steroidhormone entstehen und welche Auswirkung dies auf die fetale Lungenfunktion hat.  
 
1.1 Physiologische Grundlagen der Lunge 
 
Für einen suffizienten Gasaustausch benötigt die Lunge eine möglichst große Oberfläche. Dies 
wird realisiert durch den Aufbau der Lungenstruktur. Nach dem Aufzweigen der Bronchioli 
respiratorii und Ductus alveolares enden diese in Sacculi alveolares und in ungefähr 300 
Millionen Alveolen. Durch diese Lungenbläschen wird eine geschätzte Gesamtoberfläche von 80-
120 m
2
 erreicht. Im Wesentlichen besteht das Lungenepithel aus zwei Zellarten, den Typ-I und 
Typ-II Pneumozyten. Die Fläche der Alveolen wird zu 97% mit Typ-I Pneumozyten ausgekleidet, 
obwohl diese Zellen nur 40% der Gesamtanzahl der Pneumozyten ausmachen. Der Grund hierfür 
ist ihr flacher Zellkörper von 0,1-0,2 µM Dicke. Durch tight junctions verbinden sich die 
Pneumozyten zu einem Monolayer. Die Basalmembran der Typ-I Pneumozyten liegt der 
Basalmembran des Kapillarendothels direkt an. Der dünne Pneumozytenmonolayer trennt somit 
den apikalen, mit Luft gefüllten Raum, von den basal gelegenen Kapillaren und bildet optimale 
Bedingungen für den Gasaustausch. Der quantitativ größere Anteil des Alveolarepithels besteht 
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aus den Typ-II Pneumozyten. Auch wenn sie durch ihren kubischen Aufbau nur wenig zur 
Oberfläche der Alveolen beitragen, sind sie für die Funktion der Lunge unabdingbar. Diese Zellen 
beginnen ab der 28. Schwangerschaftswoche Surfactant (surface active agent) zu bilden, das für 
die Herabsetzung der Oberflächenspannung wichtig ist. Es besteht hauptsächlich aus Proteinen 
und Lipiden, besonders Phospholipiden, und ist für die Entfaltung der Lunge notwendig [1]. Um 
einen funktionsfähigen Gasaustausch zu gewährleisten, ist neben einer gesunden 
Lungenstruktur und ausreichend Surfactant, auch eine suffiziente alveoläre 
Flüssigkeitsabsorption notwendig. 
 
1.2 Physiologische Besonderheiten der pränatalen Lunge 
 
Um die physiologische Entwicklung der kindlichen Lunge im Mutterleib zu ermöglichen, ist das 
Lungenepithel auf eine kontinuierliche Flüssigkeitssekretion angewiesen [2]. Realisiert wird die 
Sekretion durch apikal befindliche Chloridkanäle, die den Transport von Chloridionen in das 
Alveolarlumen vermitteln [3]. Zwischen dem Alveolarlumen und dem Interstitium entsteht ein 
elektrochemischer Gradient, der parazellulär Wasser und Natrium in die Alveole zieht. Diese 
Sekretionsphase ist für die Bildung der Alveolen und Entwicklung der Lunge unerlässlich [2,4,5]. 
Eine Störung der pränatalen Chloridsekretion führt zu einem Mangel an intrapulmonaler 
Flüssigkeit, wie z.B. bei einem Oligohydramnion und kann dadurch zur Lungenhypoplasie führen 
[6].  
1.3 Die postnatale Lungenfunktion 
Direkt nach der Geburt muss die Lunge den lebensnotwendigen Gasaustausch ermöglichen. Die 
pränatal wichtige Sekretionsfunktion muss sich dafür noch vor der Geburt in eine überwiegend 
absorptive Funktion umstellen. Erfolgt die Umstellung nur unzureichend, kann es zur Ausbildung 
einer transienten Tachypnoe und eines Atemnotsyndroms (respiratory distress syndrome - RDS) 
kommen [3]. Um eine Absorption aus dem Alveolarlumen zu ermöglichen, müssen an der 
apikalen Membran der Pneumozyten vermehrt epitheliale Natriumkanäle (ENaC) exprimiert 
werden [7-9] (siehe Abb. 1). Durch diese Kanäle kann Natrium passiv in die Zelle eindringen. Der 
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Antrieb für diesen Vorgang ist ein Konzentrationsgefälle, welches von der Na,K-ATPase generiert 
wird. Sie befindet sich postnatal nur in der basolateralen Membran und pumpt aktiv Natrium ins 
Interstitium. Durch diesen gerichteten Ionentransport entsteht perinatal ein umgekehrter 
osmotischer Gradient, dem passiv Wasser aus dem Alveolarlumen in das Interstitium folgt. 
Gemeinsam mit den Natriumionen wird es dort in das Gefäßsystem aufgenommen und mit dem 
Blut abtransportiert [10].  
 
 
Abb. 1: Vereinfachte Darstellung des Natriumtransportes in Pneumozyten. Über die apikale, dem 
Alveolarlumen zugewandte Membran wird Natrium passiv durch den ENaC in die Zelle aufgenommen 
und folgt dem Konzentrationsgefälle zur basolateralen Seite. Hier wird es unter dem Verbrauch von 
Adenosintriphosphat aus der Zelle hinaus transportiert und in das Gefäßsystem aufgenommen. 
Diesem chemischen Gradienten folgt parazellulär das alveoläre Wasser und wird ebenfalls mit in das 
Gefäßsystem aufgenommen.   
 
Verschiedene Faktoren nehmen Einfluss auf die Lungenentwicklung: am Ende der 
Schwangerschaft vermitteln endogene Glukokortikoide und Thyroidhormone synergistisch eine 
Steigerung der Surfactantbildung [8]. Der Einfluss auf die ENaC-Expression ist allerdings 
hauptsächlich auf die Glukokortikoide zurückzuführen [11]. Ebenfalls positiv auf die 
Lungenfunktion wirkt sich eine vaginale Geburt aus. Durch die Wehentätigkeit und dem damit 
verbundenem Anstieg von zirkulierenden Katecholaminen im fetalen Blut wird die 
Natriumresorption durch den ENaC signifikant gesteigert [7]. 
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Zur elektrophysiologischen Analyse der Natriumtransporter werden verschiedene Inhibitoren 
eingesetzt. Durch eine direkte Interaktion mit dem Pyrazinderivat Amilorid kann der ENaC 
blockiert werden. Amilorid gehört zu der Gruppe der kaliumsparenden Diuretika. Es wirkt vor 
allem im distalen Abschnitt des Tubulussystems der Niere und hemmt dort die Wiederaufnahme 
von Natrium aus dem Primärharn, ohne jedoch die Kaliumausscheidung zu erhöhen. In der 
Lunge verursacht Amilorid bei neugeborenen Versuchstieren ein RDS [12]. Bereits eine Dosis von 
100 nM Amilorid erreicht die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) bei der 50% der Kanäle 
inaktiviert werden [13]. Die Na,K-ATPase wird durch das Herzglykosid Ouabain blockiert. Dieser 
Inhibitor wurde früher zur Behandlung von Herzinsuffizienz eingesetzt [14]. 
 
1.4 Der Aufbau des Epithelialen Natriumkanals  
 
Für den ENaC stehen vier Untereinheiten, α, β, γ und δ zur Verfügung, wobei die ersten drei 
Untereinheiten deutlich besser untersucht sind. Diese homologen Peptide haben ein 
Molekulargewicht von 80 bis 95 kDa und können in unterschiedlicher Kombination zu einem 
Kanal zusammengesetzt werden. Meist existiert der ENaC als Heterotrimer, wobei nicht alle 
Untereinheiten vertreten sein müssen. Auch die Bildung eines Homotrimers ist möglich [15]. So 
kann beispielsweise die α-Untereinheit allein einen funktionsfähigen Kanal bilden. Allerdings kann 
hierdurch nur eine deutlich geringere Leitfähigkeit von ~2% im Vergleich zu einem Kanal 
maximaler Leistung erreicht werden [15]. In den meisten Epithelien besteht ENaC aus den 
Untereinheiten α, β und γ, die für einen maximalen Natriumtransport notwendig sind [16] (siehe 
Abb. 2).  
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Abb. 2: Struktureller Aufbau des ENaC mit der möglichen Zusammensetzung der Untereinheiten 
(Abbildung übernommen von Bhalla & Hallows [17]) 
 
1.5 Die Regulation des Epithelialen Natriumkanals  
 
Die Anpassung der Natriumresorption durch den ENaC an den jeweiligen Bedarf der Zelle 
unterliegt komplexen Vorgängen und beinhaltet verschiedene externe und interne Faktoren. Zum 
einen müssen die einzelnen Untereinheiten durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Dies 
geschieht entweder durch intrazelluläre Furin-Proteasen oder extrazelluläre Serin-Proteasen 
(cell-attached-Proteasen, Trypsin und neutrophile Elastase) [15]. Dadurch entsteht ein 
funktionsbereiter Kanal, dessen Aktivität durch verschiedene Einflüsse gesteuert wird. Zu diesen 
gehören beispielsweise die Höhe des Sauerstoffpartialdrucks [18], die Natriumkonzentration und 
metabolische Substrate wie zyklisches Adenosinmonophosphat und Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphat [19]. Zu den weiteren intrazellulären Regulatoren zählt die Ubiquitinligase Nedd4-2 
(neural precursor cell-expressed, developmentally downregulated gene 4-2), welche die 
Expression des ENaC in der apikalen Zellmembran vermindert [20]. Das an die ENaC-
Untereinheiten gebundene Ubiquitin vermittelt den Endocytosevorgang des ENaC. Die Kanäle 
werden anschließend entweder durch Deubiquitinierung recycelt oder lysosomal degradiert [21]. 
Ein wichtiger Mediator bei der Regulation dieser Internalisierungsprozesse ist die Serum- und 
Glukokortikoid-abhängige Kinase-1 (SGK1). Die Expression von SGK1 wird durch Mineralo- und 
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Glukokortikoide induziert und führt zur Phosphorylierung von Nedd4-2, wodurch dessen Bindung 
an den ENaC inhibiert wird [22]. Unter dem Einfluss der SGK1 verbleiben somit vermehrt ENaC in 
der apikalen Membran, so dass der gesamte Natriumtransport verstärkt wird. SGK1 selbst wird 
durch die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase-Kaskade phosphoryliert und aktiviert. 
Desweiteren ist bekannt, dass verschiede Hormone einen Einfluss auf die Expression dieser 
Kanäle haben. Kortikosteroide beeinflussen beispielsweise die mRNA-Expression von allen drei 
Untereinheiten des ENaC [23,24]. Sie binden im Cytosol der Zielzellen an den intrazellulären 
Glukokortikoidrezeptor, der dort inaktiv und im Komplex mit den Hitzeschockproteinen Hsp90 und 
Hsp70 vorliegt. Durch die Bindung des Steroids an den Rezeptor lösen sich die 
Hitzeschockproteine. Es entsteht ein aktivierter Komplex, der allein oder in Verbindung mit einem 
weiteren Rezeptor als Dimer in den Zellkern transportiert werden kann. Der Rezeptorkomplex 
bindet im Genom an sogenannten Glukokortikoid-responsiven Elementen (GREs), die in der 
Promotorregion entsprechend regulierter Gene zu finden sind. GREs sind Palindrom-Sequenzen 
von zweimal sechs Basenpaaren. Sie bilden die Bindungsstelle für den Rezeptorkomplex, der 
dort als liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor fungiert [25]. Dadurch wird die mRNA-Expression 
beeinflusst und es kommt zu den klinisch beobachtbaren Hormonwirkungen.  
In der Lunge sind alle drei Untereinheiten des ENaC hormonsensibel [23]. Es kommt durch den 
Einfluss von Glukokortikoiden zu einer Erhöhung der Natriumabsorption und 
Flüssigkeitsresorption aus den Alveolen [18]. Durch das Steroid Dexamethason kann eine 
Steigerung der Protein- und mRNA-Expression von den einzelnen ENaC-Untereinheiten erreicht 
werden [26,27]. Ebenso zeigt sich eine Erhöhung des Amilorid-sensitiven Natriumtransports [28], 
der Offenwahrscheinlichkeit und Offenzeit des Kanals [26]. Auch die Na,K-ATPase wird nach der 
Zugabe von Dexamethason, durch verstärkte Transkription, Translation und posttranslationale 
Modifikation, stimuliert [29,30]. 
Von dem Glukokortikoidrezeptor existieren 3 Subtypen, wovon die Glukokortikoidrezeptoren -α 
und -ß am besten untersucht wurden [31]. Der vorherrschende Glukokortikoidrezeptor-α wird als 
aktiver Subtyp beschrieben, der durch die Bindung von Steroidhormonen aktiviert wird. Der 
Glukokortikoidrezeptor-ß hingegen ist nicht in der Lage Liganden zu binden und es wird ihm ein 
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hemmender Einfluss auf den α-Subtyp zugesprochen [31,32]. Der inhibitorische Effekt des ß-
Subtyps wird allerdings kontrovers diskutiert [33].  
Unsere Arbeitsgruppe, konnte in mehreren Experimenten einen positiven Einfluss von den 
weiblichen Geschlechtshormonen Progesteron und Östrogen auf den epithelialen 
Natriumtransport nachweisen, wobei der Effekt durch Progesteron deutlich stärker ausfiel [34]. 
Diese Ergebnisse wurden an fetalen distalen Lungenepithelzellen (FDLE) ermittelt und bilden die 
Grundlage dieser Arbeit. An anderen Zellreihen, wie z.B. an murinen Nierenzellen, wurde gezeigt, 
dass Medroxyprogesteronacetat (ein Progestin) und Dexamethason, die Menge der α-ENaC-
Untereinheiten dosisabhängig erhöhen. Diese Wirkung wurde durch den Glukokortikoidrezeptor 
und nicht durch den Progesteronrezeptor vermittelt [35]. Eine Bindung von Progesteron an den 
Glukokortikoidrezeptor ist durch die hohe strukturelle Ähnlichkeit der Steroidrezeptoren möglich. 
Glukokortikoidrezeptoren und Progesteronrezeptoren sind in der DNA-Bindungsdomäne zu 90% 
homolog. Für die Ligandenbindungsdomäne besteht eine Homologie von 55% [36]. Daher beträgt 
die relative Bindungsaffinität von Progesteron an den Glukokortikoidrezeptor, bezogen auf den 
endogenen Liganden Cortisol, 22% und ist im Vergleich zu Östradiol, mit einer Affinität von 0,2%, 
sehr stark [37].  
Für den Progesteronrezeptor existieren ebenfalls zwei Subtypen (A und B), die einen sehr 
ähnlichen strukturellen Aufbau besitzen, sich aber deutlich in ihrer Funktion unterscheiden. Es ist 
bereits bekannt, dass der Progesteronrezeptor-A häufig transkriptionell inaktiv ist und zusätzlich 
in der Lage ist, die Glukokortikoidrezeptor-Aktivität zu inhibieren [38]. Der Progesteronrezeptor-B 
hingegen stimuliert die Transkription in verschiedenen Geweben [39-41]. Vergleicht man die 
Struktur der beiden Rezeptorsubtypen, so fehlen dem Progesteronrezeptor-A die ersten 164 
Aminosäuren, die bei dem Progesteronrezeptor-B zu finden sind [38].  
Während einer Schwangerschaft werden hohe Dosen von Progesteron und Östrogen von der 
Plazenta gebildet. Diese Hormone verbleiben jedoch nicht nur im Körper der Mutter, sondern 
gehen auch in den kindlichen Kreislauf über [42]. Durch die Geburt und den Wegfall der Plazenta 
kommt es zum plötzlichen Hormonabfall [43]. Einem Frühgeborenen fehlen somit, im Vergleich zu 
einem reif geborenen Kind, einige Wochen Hormonexposition, die für die Entwicklung der Lunge 
wichtig sein könnten. Bei an RDS leidenden Frühgeborenen konnten, im Vergleich zu gesunden 
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Frühgeborenen gleichen Gestationsalters, verminderte Östrogen- und Progesteron-
Plasmakonzentrationen festgestellt werden [44,45]. Nach der Geburt kann man auch einen kurzen 
Abfall von Cortisol beobachten, der in den ersten 12 Stunden wieder ausgeglichen wird und 
erhöhte Werte im Vergleich zur späteren Kindheit erreicht [43].  
 
1.6 Geschlechtsspezifische Unterschiede der Lunge 
 
Die Evaluierung verschiedener Statistiken zum Thema Frühgeburtlichkeit zeigte, dass beim 
Vergleich der Geschlechter ein Überlebensvorteil für weibliche Kinder besteht [46]. Die 
frühgeborenen Mädchen hatten weniger pulmonale Erkrankungen als die gleichaltrigen Jungen 
was zusätzlich mit einer erhöhten Mortalität einhergeht [47,48]. Eine Ursache für diesen 
geschlechtsspezifischen Unterschied ist noch nicht eindeutig gefunden worden. Eine aktuelle 
Studie konnte keine morphologischen Unterschiede in der Lungenstruktur zwischen den 
Geschlechtern nachweisen [49], was jedoch möglicherweise auch vom analysierten 
Embryonalstadium abhängt. Die Autoren der Studie vermuten, dass die Adaption an die 
Luftatmung möglicherweise unterschiedlich verläuft und bei männlichen Neugeborenen verzögert 
erfolgt [49]. Sweezey et al. [50] haben auf molekularer Ebene geschlechtsspezifische 
Unterschiede zeigen können. So enthalten die Lungen von nicht trächtigen weiblichen Ratten die 
höchsten Konzentrationen an α-ENaC im Vergleich zu den Männchen und trächtigen Weibchen. 
Die höchste Konzentration der für die β-Untereinheit des ENaC kodiernenden mRNA konnte in 
der östrogendominierenden Phase des Zyklus gemessen werden. Der Gehalt der für die γ-
Untereinheit kodierenden mRNA blieb unbeeinflusst von Geschlecht, Schwangerschaft oder 
Zyklusphase. Die isolierte Gabe von Progesteron oder Östrogen konnte diese Effekte nicht 
erreichen und führte bei der β-Untereinheit sogar zu einem Abfall der mRNA-Expression. Die 
Arbeitsgruppe konnte außerdem funktionelle Veränderungen zeigen. Nach der Inkubation mit 
Progesteron und Östrogen erhöhte sich der Ionentransport in den Lungenzellen, was durch eine 
Zunahme des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms gezeigt werden konnte [50]. In einer 
aktuellen Studie unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass alveoläre Zellen männlicher 
Feten im Vergleich zu weiblichen Alveolarzellen eine geringere Expression der ENaC-
Untereinheiten und der Untereinheiten der Na,K-ATPase aufweisen. Auch der epitheliale 
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Natriumtransport war bei weiblichen Feten deutlich höher und der Flüssigkeitsgehalt der fetalen 
Lunge geringer, was eine höhere alveoläre Flüssigkeitsresorption bei weiblichen Feten vermuten 
lässt [51]. 
Diese Ergebnisse gaben Anlass zur Überlegung, ob die Lungenfunktion von Frühgeborenen 
verbessert werden könnte, indem der plötzliche Verlust der Hormonzufuhr, durch die zu früh 
fehlende Plazenta, mit Substitution ausgeglichen wird. Klinische Studien zeigten aber, dass die 
alleinige postnatale Substitution mit Östradiol und Progesteron nicht ausreicht, um Unterschiede 
in der Amilorid-sensitiven Nasenpotenzialdifferenz zu erreichen und Lungenerkrankungen zu 
verhindern [52]. 
 
1.7 Zielsetzung und Methodik der Arbeit 
 
Obwohl mit der medikamentösen Lungenreifeinduktion durch Glukokortikoide die 
Überlebenswahrscheinlichkeit deutlich gestiegen ist, bleibt weiterhin eines der größten Probleme 
von vielen Frühgeborenen die unreifen Lungen. Wie einleitend beschrieben nehmen viele 
Faktoren Einfluss auf die pulmonale Entwicklung. Bisher wurden die meisten dieser 
Einflussfaktoren jedoch nur einzeln betrachtet und der Effekt der Kombination nicht näher 
untersucht.  
In dieser Arbeit wurde die Interaktion von weiblichen Geschlechtshormonen und Glukokortikoiden 
im Hinblick auf die Natriumkanalexpression und den epithelialen Natriumtransport in FDLE Zellen 
untersucht. Dazu wurde zum einen der Einfluss des weiblichen Geschlechtshormons Progesteron 
untersucht, welches während der Schwangerschaft in hohem Maße produziert wird und dadurch 
auch im kindlichen Körper zu finden ist. Des Weiteren wurde die Wirkung des Glukokortikoids 
Dexamethason analysiert, welches klinisch zur Lungenreifeinduktion bei drohender Frühgeburt 
zwischen der 24. und 34. Schwangerschaftswoche eingesetzt wird. 
Folgende Fragen wurden in dieser Arbeit adressiert: 
1.) Existiert bei der kombinierten Gabe von Progesteron und Dexamethason ein 
synergistischer Effekt auf den alveolären Natriumtransport? 
2.) Sind die Effekte dieser Kombination konzentrationsabhängig? 
Einleitung
 
Seite | 14 
3.) Über welche Rezeptoren wird der Hormoneinfluss vermittelt? 
  
Um diesen Fragen nachzugehen, wurden alveoläre Epithelzellen von Rattenfeten auf permeablen 
Membranen gezüchtet und mit unterschiedlichen Konzentrationen von Progesteron und 
Dexamethason inkubiert. Anschließend wurde mittels Real-Time PCR die mRNA-Expression der 
ENaC-Untereinheiten (α, β, γ) analysiert. Mit Hilfe von Ussing- Kammer Messungen wurden die 
Einflüsse auf den epithelialen Natriumtransport ermittelt. Zur Identifizierung des Einflusses der 
Hormonrezeptoren wurde mittels PCR bestimmt, welcher Progesteronrezeptor-Subtyp in FDLE 
Zellen exprimiert wird. Danach wurde der spezifische Progesteronrezeptor-Antagonist PF-
02367982 (der Firma Pfizer [53]) und der Glukokortikoidrezeptor-Antagonist Mifepriston (RU485) 
eingesetzt, um die Rolle der Rezeptoren differenzieren zu können. 
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Abstract
Purpose Glucocorticoids and progesterone exert stimu-
latory effects on epithelial Na? transport, including
increased mRNA expression of the participating ion
transporters (epithelial Na? channels [ENaC] and Na,K-
ATPases) and their electrophysiological activity. Fetuses
threatened by preterm labor may receive high doses of
glucocorticoids to stimulate lung maturation and are nat-
urally exposed to high levels of female sex steroids.
However, it is still unknown how the combination of both
hormones influences the epithelial Na? transport, which is
crucial for alveolar fluid clearance.
Methods Fetal distal lung epithelial cells were incubated
in media supplemented with dexamethasone and proges-
terone. Real-time qPCR and Ussing chamber analysis were
used to determine the effects on ENaC mRNA expression
and channel activity. In addition, the specific progesterone
receptor antagonist (PF-02367982) and the glucocorticoid
receptor antagonist mifepristone were used to identify the
involved hormone receptors.
Results Both dexamethasone and progesterone increased
ENaC subunit expression and channel activity. However,
the combination of dexamethasone and progesterone
reduced the a- and c-ENaC subunit expression compared to
the effect of dexamethasone alone. Furthermore, higher
dexamethasone concentrations in combination with pro-
gesterone also significantly reduced Na? transport in
Ussing chamber measurements. Hormone receptor antag-
onists showed that inhibition of the progesterone receptor
increased the mRNA expression of a- and c-ENaC,
whereas mifepristone decreased mRNA expression of all
ENaC subunits.
Conclusion Glucocorticoids and progesterone individu-
ally increase ENaC mRNA expression; however, the
combination of both hormones decreases the stimulatory
effects of dexamethasone on Na? transport and ENaC
mRNA expression.
Keywords Glucocorticoids  Progesterone  ENaC 
Epithelial Na? transport  Dexamethasone
Introduction
Prior to birth, the lung has to transform from the secretory
to the absorptive phenotype in preparation to air breathing.
Fluid secretion [1] mediated by chloride transport across
the alveolar epithelia [2] is replaced by active Na? trans-
port across the alveolar epithelia leading to fluid absorp-
tion. Impairment of postnatal lung transition leads to
diseases like transient tachypnea or respiratory distress
syndrome (RDS) [3, 4]. Na? ions enter the pneumocytes
through apically located epithelial Na? channels (ENaC)
and are actively extruded by Na,K-ATPases at the baso-
lateral membrane compartment. Water follows passively
from the airspaces to the interstitium of the lung [5, 6],
which is necessary for alveolar fluid clearance (AFC) and
thus for postnatal survival. ENaC is composed of three
subunits (a-, b-, and c-ENaC) and is rate limiting for AFC
[7, 8]. Other studies suggested that airway liquid clearance
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at birth is driven by lung inflation, and ENaC mainly
prevents the re-entering of liquid into the airways during
expiration [9]. In any case, ENaC is crucial for postnatal
survival, because knockout of a-ENaC [6] or inhibition of
ENaC-mediated Na? currents [8] leads to RDS and lung
failure. In the developing lung, different factors are
responsible for the transition from secretion to absorption,
including corticosteroids [10, 11], thyroid hormones [10],
labor [12], and catecholamines [13].
In this study, we focused on the influence and interac-
tion of the female sex steroid progesterone and the gluco-
corticoid dexamethasone on alveolar epithelial Na?
transport. Female sex steroids are necessary for proper
alveolar formation and AFC [14]. Studies showed that
female preterm infants have a survival advantage [15] with
less pulmonary disease severity compared to males [16,
17]. Previous experiments showed that female sex steroids
led to a dose-dependent increase of Na? transport in fetal
distal lung epithelial (FDLE) cells, demonstrated by an
increased apical Na? transport and elevated mRNA
expression of ENaC subunits [18]. In addition, glucocor-
ticoids play a key role in lung development by increasing
the transcription and activity of ENaC [11, 19] and thereby
elevating Na? absorption [20]. Glucocorticoids, as well as
female sex steroids, exert their effect via steroid receptors
operating as hormone-mediated transcription factors [21,
22]. Due to their structural similarity, different types of
steroid receptors can often bind to the same hormone
response element, but their effect on cell metabolism might
differ [23]. Increased variability is also caused by the
formation of heterodimers [24, 25] and different receptor
subtypes. Two progesterone receptor (PR) isoforms are
known; however, in mice lung only progesterone receptor
A (PR-A) was detected [22]. This isoform is often trans-
criptionally inactive but is able to decrease the activity of
the glucocorticoid receptor (GR) [26]. In addition, for the
GR two receptor isoforms are described. In human respi-
ratory epithelial cells, the hGR-a is the predominant iso-
form, displaying steroid-binding activity. In contrast, hGR-
b does not show ligand-binding activity [27] and inhibits
the transcriptional activity of hGR-a by the formation of
transcription impairing hGR-a/hGR-b heterodimers [25].
Therefore, in most cases, the hGR-b as well as the PR-A
act as transcriptional repressors of target genes. In addition,
it is possible for steroid hormones to bind to a different
type of steroid receptor, e.g., progesterone binding to the
GR [21]. The resulting effect on target gene expression
might differ, because progesterone binding to the GR does
not display full agonist activity [21].
Despite the importance of these hormones in lung
development and transition, little is known about their
interactions, although they are naturally present simulta-
neously. This situation is exaggerated when glucocorticoids
are administered to a pregnant woman with preterm labor to
accelerate lung maturation in the fetus, while placental ste-
roid synthesis is still active. Therefore, we have investigated,
in this study, how female sex steroids in combination with
glucocorticoids affect epithelial Na? transport in FDLE
cells.
Methods
Isolation and Culture of FDLE Cells
FDLE cells, a model of preterm respiratory cells, were
isolated from 18 to 19 days gestational age fetuses of
Sprague–Dawley rats as described previously [20, 28]. For
Ussing chamber measurements, cells were seeded on
Snapwell permeable supports (Costar No. 3407, Inc.,
Corning, NY, 1 cm2) at a density of 106 cells per insert.
For RT-qPCR, cells were seeded on Transwell permeable
supports (Costar No. 3412, 2.4 cm2) at a density of
2 9 106 cells per insert. In the first 24 h, cells were cul-
tured in MEM ? 10 % FBS, L-glutamine (2 mM, PAA
Laboratories), and Antibiotic/Antimycotic agents (Life
technologies) containing penicillin [100 U/ml], strepto-
mycin [100 lg/ml], and amphotericin B [0.25 lg/ml]. On
the 2nd day of culture, the medium was changed to serum-
free complete medium (Cellgro, Mediatech, Herndon, VA)
supplemented with different concentrations of dexametha-
sone (D-4902, Sigma, Germany) and progesterone (P-8783,
Sigma) in concentrations based on previous experiments
[18, 29]. Mifepristone (10 lM, TOCRIS bioscience, Bris-
tol, UK) was used as PR/GR antagonist [30]. The specific
non-steroidal PR antagonist PF-02367982 (150 nM) was
kindly provided by Pfizer [31]. PF-02367982 exhibits
potent PR antagonism and displays 100-fold selectivity
over closely related members of the nuclear hormone
receptor family, including GR [31]. The hormones and
receptor antagonists were dissolved in ethanol. The control
monolayers were treated with an equal amount of the
respective solvent to exclude solvent influence on the
evoked responses. Cells subjected to different experimental
conditions were always age matched and derived from the
same litter.
Measurement of mRNA Expression
On the 5th day of culture, total RNA was isolated using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) according to the
manufacturer. Reverse transcription was carried out in two
steps with first pre-annealing of 1 lg RNA followed by 1 h
at 50 C and 15 min at 75 C employing Oligo(dT)18
primers (Thermo Scientific, Erlangen, Germany) and
Superscript III (Life technologies). RT-qPCR was performed
936 Lung (2014) 192:935–946
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in the CFX 96 Real-Time system (BioRad, Germany) with
SYBR-Green (Molecular Probes, Eugene Oregon, USA)
using gene-specific primers (Table 1). For the analysis of the
PR, primers specific for PR-B and primers for PR-A/B were
used according to Shao and colleagues [22]. Serial dilutions
of target-specific plasmid DNA were used as internal
standard. Calculations were done with the Bio-Rad CFX
Manager. The resulting molecule concentrations were nor-
malized to the reference gene Mrps18a (mitochondrial
ribosomal protein S18A). Constant expression of Mrps18a
was tested and confirmed against other reference genes (data
not shown). The fold change of mRNA levels was calculated
with the relative standard curve method. Melting curves and
gel electrophoresis of the RT-qPCR product were routinely
performed to assure the specificity of the PCR reaction.
Ussing Chamber Measurements
According to the RT-qPCR experimental setting, Ussing
chamber measurements were performed on the 5th day of
culture. A detailed description of Ussing chamber mea-
surement procedures is reported elsewhere [20]. Equivalent
short-circuit currents (Isc) were assessed every 20 s by
measuring transepithelial voltage (Vte) and resistance (Rte)
using a transepithelial current clamp (Physiologic instru-
ments, San Diego, CA, USA), and calculating the quotient
Isc = Vte/Rte. Monolayers were only included in the ana-
lysis when the transepithelial resistance (Rte) exceeded
300 Xcm2 throughout the measurement. Amiloride
(10 lM) (A-7410, Sigma) was applied to the apical com-
partment to inhibit amiloride-sensitive Na? transporters
like ENaC, and the amiloride-sensitive Isc (Iamil displayed
as DISC) was calculated. After a steady state was reached,
ouabain (1 mM) (O-3125, Sigma), an inhibitor of Na,K-
ATPases, was added to the basolateral compartment to
determine the ouabain-sensitive Isc (Iouab displayed as
DISC), accordingly.
Statistical Analysis
Differences among groups incubated with hormones and
controls were evaluated by the unpaired t test or ANOVA
with Dunnett’s or Tukey’s post-hoc test, as appropriate,
using GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc.).
Results
Effect of Progesterone on ENaC Subunit Expression
The mRNA expression of the ENaC subunits was measured
in FDLE cells grown in media supplemented with 2.8 lM
progesterone and compared to control monolayers without
hormone addition. The analysis showed that the mRNA
expression of the a-ENaC and c-ENaC subunits was sig-
nificantly increased by progesterone (Fig. 1). The mRNA
expression of the a-ENaC subunit was elevated ninefold
(Fig. 1a) and for c-ENaC, a 12-fold increase was detected
(Fig. 1c). The b-ENaC subunit did not show a significant
increase by progesterone (Fig. 1b). In addition, the primers
specific for PR-B mRNA expression did not detect any
product (Fig. 1d). The product amplified with PR-A/B
primers, therefore, represents the mRNA expression of PR-
A in FDLE cells.
Effect of Glucocorticoids on ENaC Subunit Expression
and Channel Activity
Next, the mRNA expression of ENaC subunits in the pre-
sence of different dexamethasone concentrations was
measured (Fig. 2). The analysis revealed an increase of the
mRNA expression for all three ENaC subunits in the pre-
sence of 100 nM, 300 nM, and 1 lM dexamethasone
compared to control monolayers grown without dexa-
methasone (Fig. 2a–c). In addition, the elevation of dexa-
methasone from 100 nM to 300 nM further increased the
mRNA expression of a-ENaC and c-ENaC (Fig. 2a, c) but
not b-ENaC (Fig. 2b). Surprisingly, exposure of FDLE
cells to 1 lM dexamethasone showed that mRNA expres-
sion was not further increased but rather displayed a
decrease compared with 300 nM dexamethasone for all
three subunits, which was statistically significant for c-
ENaC. Comparing the fold change revealed that stimula-
tion of mRNA expression by dexamethasone was most
Table 1 Gene-specific primers Gene Forward Reverse
a-ENaC NM_031548.2 TTCTGGGCGGTGCTGTGGCT GCGTCTGCTCCGTGATGCGG
b-ENaC NM_012648.1 TGCAGGCCCAATGCCGAGGT GGGCTCTGTGCCCTGGCTCT
c-ENaC NM_017046.1 CACGCCAGCCGTGACCCTTC CTCGGGACACCACGATGCGG
Mrps18a NM_198756.1 GCGACCGGCTGGTTATGGCT GGGCACTGGCCTGAGGGATTAG
PR-B NM_022847.1 ATGACTGAGCTGCAGGCAAAGG CTTCCACTCCAGAGAAAGCTCCC
PR-A/B NM_022847.1 GGCAAATCCCACAGGAGTTTGTC CAGACATCATTTCCGGAAATTCC
Lung (2014) 192:935–946 937
123
Author's personal copy
pronounced for a- and c-ENaC resulting in an almost
40-fold increase induced by 300 nM dexamethasone. For
b-ENaC, only a fivefold increase was achieved with
100 nM dexamethasone.
In Ussing chamber measurements, the Isc (lA/cm
2) of
monolayers incubated with the different dexamethasone
concentrations was determined. All three dexamethasone
concentrations increased the Isc (Fig. 2d). In line with the
mRNA expression analysis, 1 lM dexamethasone did not
further increase the Isc. No significant differences were
seen between the different dexamethasone concentrations.
In addition, Iamil and Iouab of dexamethasone-stimulated
monolayers also increased compared to control monolay-
ers; however, no significant differences between the
dexamethasone concentrations were observed.
Combined Effect of Progesterone and Dexamethasone
on ENaC Subunit Expression
To determine whether the stimulating effect of dexameth-
asone and progesterone is additive, we combined 2.8 lM
progesterone with different dexamethasone concentrations
and analyzed the ENaC subunit expression. The results,
however, showed no additive effect of both hormones
(Fig. 3). In contrast, combining 300 nM dexamethasone
with 2.8 lM progesterone resulted in a 30 % lower a-
ENaC expression compared with dexamethasone alone
(Fig. 3a). The same trend was detected for the combination
of 100 nM and 1 lM dexamethasone with 2.8 lM pro-
gesterone. The inhibiting effect of progesterone on maxi-
mal dexamethasone stimulation was also observed in the
expression of the c-ENaC subunit, with the combination of
300 nM dexamethasone with 2.8 lM progesterone reduc-
ing mRNA expression by more than 40 % (Fig. 3c). In
contrast, b-ENaC mRNA expression was not affected by
the combination of dexamethasone with progesterone
(Fig. 3b). The results, therefore, demonstrate no additive
effect of dexamethasone and progesterone, but rather a
reduction of a- and c-ENaC subunit expression with the
combination of both hormones.
Combined Effect of Progesterone and Dexamethasone
on Na? Channel Activity
In Ussing chamber measurements, the influence of 100 nM
dexamethasone in combination with 2.8 lM progesterone
was analyzed and compared to monolayers incubated with-
out steroids, 100 nM dexamethasone or 2.8 lM progester-
one alone (Fig. 4a). The baseline Isc was significantly
increased in monolayers incubated with progesterone or
dexamethasone, to almost the same extent. However, no
additional increase of Isc was achieved after combining
progesterone and dexamethasone in the culture media.
Similar effects were seen measuring the Iamil and Iouab, which
were elevated in the presence of either steroid, but no dif-
ferences were observed between dexamethasone and pro-
gesterone or the combination of both. Relating to the RT-
qPCR results showing a decrease of maximum dexametha-
sone effect after the addition of progesterone, we further
determined whether higher dexamethasone concentrations
in combination with progesterone reduce the maximum
stimulatory effect. Therefore, 300 nM dexamethasone was
Fig. 1 Progesterone
distinctively regulates ENaC
subunit expression in FDLE
cells. a a-ENaC subunit
(Mean ? SEM, n = 4,
***p \ 0.001 by t test). b b-
ENaC subunit (Mean ? SEM,
n = 4). c c-ENaC subunit
(Mean ? SEM, n = 4,
***p \ 0.001 by t test).
d Ethidium bromide-stained
agarose gel of PR-A and PR-B
PCR products. No expression of
PR-B was detected in FDLE
cells; PR-A/B expression,
therefore, represents the
expression of PR-A in FDLE
cells. Rat’s ovary tissue was
used as positive control.
P progesterone, NTC non-
template control
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combined with 2.8 lM progesterone and compared to the Isc
of monolayers incubated with 300 nM dexamethasone alone
(Fig. 4b). Under these conditions, the addition of proges-
terone significantly reduced the Isc compared to monolayers
incubated with dexamethasone alone, thus supplementing
the RT-qPCR results.
Combined Effect of Progesterone and Dexamethasone
on ENaC Subunit Expression at Lower Concentrations
Since high concentrations of dexamethasone alone or in
combination with progesterone reduced the maximum
effect seen on ENaC subunit expression, we sought to
determine the action of lower concentrations, i.e., 10 nM
dexamethasone in combination with progesterone concen-
trations ranging from 0 to 1 lM (Fig. 5). A progesterone
concentration of 0.28 lM alone increased the mRNA
expression of all three ENaC subunits, ranging between 10
and 50 % (Fig. 5a–c). In addition, 10 nM dexamethasone
alone also increased the ENaC subunit expression. The
expression of a-ENaC was nearly threefold increased with
10 nM dexamethasone, which remained unchanged by an
addition of 0.28 lM or 1 lM progesterone (Fig. 5a). The
mRNA expression of the b-subunit was also increased by
10 nM dexamethasone, reaching a twofold level, which
was also not affected by progesterone addition (Fig. 5b).
The c-subunit showed a twofold increase, similar to the b-
subunit, which, however, was significantly reduced by
1 lM progesterone (Fig. 5c).
Involvement of Hormone Receptors
Finally, the involvement of hormone receptors (PR and GR)
was analyzed. Mifepristone was used to antagonize the GR
and PR. Furthermore, the specific PR antagonist (PF-
02367982) was used, which does not interact with the GR.
Thereby, it is possible to distinguish the effects mediated by
GR and PR [31]. Monolayers incubated with 300 nM
Fig. 2 Dexamethasone increases expression of all three ENaC
subunits and elevates ISC in FDLE cells. Monolayers were grown in
dexamethasone-supplemented media with either 100 nM, 300 nM, or
1 lM. a a-ENaC subunit (Mean ? SEM, n = 4, *p \ 0.05;
***p \ 0.001 by ANOVA with Tukey’s post-hoc test). b b-ENaC
subunit (n = 4, ***p \ 0.001 by ANOVA with Tukey’s post-hoc
test). c c-ENaC subunit (n = 3–4, **p \ 0.01; ***p \ 0.001 by
ANOVA with Tukey’s post-hoc test). d Ussing chamber analysis of
FDLE cells incubated with different dexamethasone concentrations.
Ibaseline was the Isc after mounting the monolayers in the Ussing
chambers, Iamil is the current reduction caused by amiloride (10 lM),
and Iouab is the current reduction induced by ouabain (1 mM).
(Mean ? SEM, n = 14–19, **p \ 0.01 by ANOVA with Dunnett’s
post-hoc test). D dexamethasone
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dexamethasone alone or in combination with 2.8 lM pro-
gesterone were compared, as these concentrations had
caused the most pronounced effects on ENaC subunit
expression and Na? transport. Inhibition of the PR resulted
in a twofold increase of a-ENaC mRNA expression in
monolayers incubated with 300 nM dexamethasone and also
in monolayers incubated with 2.8 lM progesterone and
300 nM dexamethasone (Fig. 6a). However, the maximum
dexamethasone effect was still reduced by progesterone
even though the PR was blocked. Inhibiting both hormone
receptors by mifepristone dramatically reduced a-ENaC
mRNA expression. Interestingly, the difference between
monolayers incubated with dexamethasone alone and in
combination with progesterone disappeared after adding
mifepristone (Fig. 6a). The b-subunit expression, however,
reacted differently (Fig. 6b). Both the selective PR antago-
nist as well as mifepristone significantly reduced the b-
ENaC mRNA expression independent of the presence of
progesterone. There was no difference between monolayers
incubated with dexamethasone alone and monolayers
incubated with dexamethasone and progesterone. The c-
ENaC subunit expression increased, similar to but less
pronounced than the a-ENaC expression, after the inhibition
of the PR in both dexamethasone and dexamethasone/pro-
gesterone-supplemented monolayers (Fig. 6c). In addition,
mifepristone also reduced c-ENaC mRNA expression. In
contrast to the a-ENaC subunit expression, the difference
between monolayers incubated with dexamethasone alone
and in combination to progesterone, however, persisted even
in the presence of mifepristone.
Discussion
Female sex steroids and glucocorticoids stimulate alveolar
epithelial Na? transport and thereby mediate AFC in
addition to lung inflation [9, 20, 29, 32, 33]. Near-term
fetal glucocorticoid levels rise and increase the transcrip-
tion of ENaC subunits and prolong half life of membrane-
bound ENaC channels [10, 34, 35]. In addition, the fetus is
Fig. 3 The combination of dexamethasone and progesterone reduces
ENaC subunit expression. Monolayers were grown in dexametha-
sone-supplemented media with either 100 nM, 300 nM, or 1 lM in
combination with 2.8 lM progesterone. RT-qPCR analysis showed a
reducing influence of progesterone on maximum dexamethasone
effect. a a-ENaC subunit (Mean ? SEM, n = 4, *p \ 0.05 by t test).
b b-ENaC subunit (n = 4). c c-ENaC subunit (n = 3–4, *p \ 0.05;
**p \ 0.01 by t test). D dexamethasone, P progesterone
940 Lung (2014) 192:935–946
123
Author's personal copy
exposed to high levels of maternal sex steroids which have
been shown to increase the transcription of ENaC subunits
and elevate epithelial Na? transport [18, 29]. Although
both hormones are present in the fetus at high concentra-
tions, knowledge about the effect of both in combination is
limited. We hypothesized that both hormones show addi-
tive effects, resulting in a higher increase of ENaC tran-
scription and activity than achieved by a single hormone
supplementation. However, the results showed a rather
diminishing effect of a combined hormone supplementa-
tion, suggesting an inhibiting effect of progesterone on
maximal glucocorticoid effect.
In the first part of this study, we have shown that pro-
gesterone increases the mRNA expression of the a- and c-
ENaC subunit, while the b-subunit expression was not
stimulated by progesterone. The same differential regulation
of ENaC subunits was demonstrated previously using a
combination of estradiol and progesterone [29]. Estradiol,
however, appeared to be less important, because it was
shown before that ENaC activity was most strongly stimu-
lated in culture media with high progesterone but very low
estradiol concentrations [18]. Our present results suggest
that progesterone alone is sufficient to increase ENaC
expression without additional estradiol supplementation.
The analysis of dexamethasone effects showed an increase
of ENaC subunit expression, thus confirming previous results
[34, 36], although increasing dexamethasone concentrations
revealed that the maximum effect was achieved with 300 nM
dexamethasone. Moreover, a decreased mRNA expression
was observed when monolayers were incubated with 1 lM
dexamethasone compared to 300 nM. We speculate that this
observation demonstrates the so-called squelching phenom-
enon. Squelching describes that excess receptor can inhibit its
own transactivation as well as transcription by other transac-
tivators [37]. This is possibly caused by limited additional
factors required for transactivation which are trapped by an
abundance of steroid receptors in unproductive complexes
[38]. Furthermore, the observed down-regulation shown for
high dexamethasone concentrations could serve as a self-
protection of the cell. This is supported by the fact that
excessive ENaC activity leads to diseases like Liddle’s dis-
ease, an inherited form of systemic hypertension [39]. In
addition, it has been shown that the administration of dexa-
methasone results in a down-regulation of the hGR-a mRNA
Fig. 4 Dexamethasone and




to analyze the influence of
dexamethasone and
progesterone alone and in
combination on Isc in FDLE
cells. Ibaseline was the Isc after
mounting the monolayers in the
Ussing chambers, Iamil the
current reduction caused by
amiloride (10 lM), and Iouab the
current reduction induced by
ouabain (1 mM). a Control
monolayers without hormone
supplementation were compared
to monolayers incubated with
100 nM dexamethasone,
2.8 lM progesterone, or both
hormones in combination
(Mean ? SEM, n = 8–10,
*p \ 0.05; **p \ 0.01 by
ANOVA with Dunnett’s post-
hoc test). b Monolayers
incubated with 300 nM
dexamethasone alone and in
combination with 2.8 lM
progesterone were compared
(Mean ? SEM, n = 25–19,
*p \ 0.05; **p \ 0.01 by
t test). D dexamethasone,
P progesterone
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level [27, 40] thereby reducing dexamethasone effectivity.
The reason for this receptor down-regulation is still unknown,
but might explain the reduction of a- and c-ENaC mRNA
expression by high dexamethasone concentrations. Some
reports suggest that GR-b might be differentially regulated by
glucocorticoids than GR-a (see Review [41] ). One study
showed an up-regulation of GR-b mRNA expression in
opposition to GR-a by glucocorticoids in skeletal myoblasts
[42]. Since GR-b is known as an inhibitor of hGR-a activity
[25], the decrease of ENaC expression induced by high
dexamethasone concentrations might be due to an increase of
GR-b mRNA expression. However, this is discussed contro-
versial, and other groups did not show an increase of GR-b but
rather a decrease of both GR isoforms induced by glucocor-
ticoids [41]. The response to glucocorticoid treatment is cell
type specific [43]. A549 cells, a cell line with many charac-
teristics of ATII cells, showed no further increase of ENaC
mRNA expression between 100 and 1000 nM dexamethasone
[32], but also no decrease. Furthermore, the ENaC subunits are
regulated differentially by glucocorticoids. Without hormone
supplementation, the c-ENaC subunit is the most abundant
subunit in FDLE cells. In the ovine lung, b-ENaC mRNA was
more abundant at all gestational ages, while b-ENaC protein
expression decreased with fetal maturation [44]. However,
species differences between the ovine and human compared to
the rodent lung in relative expression of the ENaC subunits
have been noted before [33, 45]. After stimulation of FDLE
monolayers with dexamethasone, the highest increase of
mRNA expression was seen for the a- and c-ENaC subunit, up
to 40-fold compared to unstimulated controls. In contrast, the
mRNA expression of b-ENaC was also increased by dexa-
methasone, yet not to the same extent and only reached a
fivefold elevation. In the fetal ovine lung, it was shown that a-
and c-ENaC subunit mRNA expression peaks at the time of
labor when fluid clearance has to occur and fetal cortisol levels
are high [44]. As noted before, the b-ENaC mRNA expression
was most abundant in that study, yet protein levels decreased
during gestation [44]. Since overexpression of b-ENaC in
mice decreases mucus clearance and reduces fluid in the
postnatal lung resulting in a cystic fibrosis-like phenotype
[46], the reduction of b-ENaC protein levels in the ovine lung
and the smaller response of b-ENaC mRNA expression to
glucocorticoids in the FDLE cells might be critical for post-
natal lung function. Therefore, the observed expression
Fig. 5 The combination of dexamethasone and progesterone at low
concentrations shows no additive effect. Monolayers were grown in
hormone-supplemented media with either 0.28 lM progesterone,
10 nM dexamethasone, or 10 nM dexamethasone ? 0.28 lM pro-
gesterone or 1 lM progesterone. RT-qPCR analysis showed no addi-
tive effect of both hormones even at low concentrations. a a-ENaC
subunit (Mean ? SEM, n = 4, ***p \ 0.001 by ANOVA with
Dunnett’s post-hoc test). b b-ENaC subunit (Mean ? SEM, n = 4,
***p \ 0.001 by ANOVA with Dunnett’s post-hoc test). c c-ENaC
subunit (Mean ? SEM, n = 3–4, *p \ 0.05; **p \ 0.01 by ANOVA
with Dunnett’s post-hoc test). D dexamethasone, P progesterone
942 Lung (2014) 192:935–946
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pattern of ENaC subunits is well explained by the functional
relevance of each subunit. In A549 cells, a-hENaC mRNA
was not significantly elevated by dexamethasone, while c-
hENaC mRNA levels were strongly increased, accompanied
by a modest up-regulation of b-hENaC mRNA expression
[32]. However, A549 cells are an adult cell type, while our
study and the study of the ovine lung were performed in fetal
cells, which might add an additional disparity concerning the
developmental stage of the cells.
The rise of mRNA expression induced by dexametha-
sone was accompanied by an increase of Iamil as shown
before in different cell types [20, 32, 36]. However, the
magnitude of the increase observed in our study differs
from previous findings. For instance, 100 nM dexametha-
sone doubled the Iamil in H441 lung cells accompanied by a
fivefold increase in a-ENaC mRNA expression [47]. In
FDLE cells, we demonstrated an increase of about 40 % in
Iamil induced by 100 nM dexamethasone accompanied by a
24-fold increase of a-ENaC mRNA expression. This
increase in Iamil was not further elevated by increasing
dexamethasone concentrations and, therefore, represents
the maximal current increase inducible by dexamethasone.
Differences might be explained by the subunit composi-
tion, which is important for the channel functionality. It is
Fig. 6 PR and GR are distinctively involved in ENaC subunit
expression. Monolayers were grown in 300 nM dexamethasone-
supplemented media either alone or in combination with 2.8 lM
progesterone. In addition, PF-02367982 was used as PR antagonist
and mifepristone as GR and PR antagonist. RT-qPCR showed
different responses of the ENaC subunits to the receptor antagonists.
a a-ENaC subunit (Mean ? SEM, n = 3–4, *p \ 0.05; **p \ 0.01;
***p \ 0.001 by ANOVA with Dunnett’s post-hoc test for the
comparison of receptor antagonists or by t test for the comparison of
dexamethasone and dexamethasone/progesterone). b b-ENaC subunit
(Mean ? SEM, n = 4, *p \ 0.05; **p \ 0.01; ***p \ 0.001 by
ANOVA with Dunnett’s post-hoc test for the comparison of receptor
antagonists). c c-ENaC subunit (Mean ? SEM, n = 3–4, *p \ 0.05;
**p \ 0.01 by ANOVA with Dunnett’s post-hoc test for the
comparison of receptor antagonists or by t test for the comparison
of dexamethasone and dexamethasone/progesterone). D dexametha-
sone, P progesterone
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known that a-ENaC is the only subunit which is able to
form a functional channel by itself, and yet these channels
only achieve 1 % of the maximal whole-cell current [48].
On the other hand, the presence of the a-subunit is indis-
pensable for the assembly of a functional channel, because
the b- and c-subunits, expressed alone or in combination,
are not able to induce any current [48]. This was confirmed
in a-ENaC knock out mice which died within hours after
birth due to defective lung fluid clearance [6]. Since the
mRNA expression analysis confirmed that not all ENaC
subunits are stimulated equally by dexamethasone, a
smaller increase of the Iamil might be explicable. We did
not perform Western Blot analysis of the ENaC subunit
protein expression which is a limitation of this study.
Therefore, we cannot exclude that translational effects
might be responsible for the different magnitudes of
change for the mRNA expression and current measurement
results.
In the next set of experiments, we analyzed the effect of
progesterone and dexamethasone in combination with
ENaC mRNA expression and Iamil in FDLE cells. To our
surprise, no additive effect was observed, but rather a
diminishing effect of progesterone. The expression of a-
and c-ENaC subunit mRNA was lower in the presence of
progesterone and dexamethasone than that achieved by
dexamethasone alone. Therefore, progesterone, which by
itself increases ENaC subunit expression, does not further
increase dexamethasone-stimulated ENaC subunit
expression, but reduces the effect of dexamethasone. This
has not been reported before. The same effect was
observed when measuring the Iamil in cells exposed to
300 nM dexamethasone, which was reduced by the pre-
sence of progesterone. Using lower hormone concentra-
tions, this inhibiting effect was not as pronounced, yet still
detectable in measurements of c-ENaC. In contrast, the b-
ENaC mRNA expression in the presence of dexametha-
sone was not affected by additional progesterone; how-
ever, as shown before, progesterone also does not affect
the b-ENaC when applied alone. A possible explanation
for the negative effect of progesterone on the glucocorti-
coid effect could be the action of one of the steroid
receptors. It was demonstrated that the binding affinity of
progesterone to the GR is 22 % relative to the endogenous
ligand cortisol [21]. Due to the structural similarity of
progesterone, it fits into the binding pocket and acts as a
partial agonist at the GR [49, 50]. A partial agonist is
unable to completely activate the receptor or the down-
stream signaling cascade compared to the full agonist.
Since a partial agonist competes with the full agonist to
occupy the receptor, it inhibits the effects of the full
agonist and displays partial antagonist activity. This is
supported by the fact that the inhibiting effect of proges-
terone on a- and c-ENaC expression persisted even after
blocking the PR. When the GR was blocked, however, the
effect was abolished with regard to a-ENaC. Therefore,
the diminishing effect of progesterone is mediated by the
GR and not by the PR, and likely represents a competition
of both hormones for the same receptor. The same
mechanism was demonstrated for the glucocorticoid-
dependent aromatase induction that was inhibited by
progesterone [49]. Blocking both receptors in the last set
of experiments revealed another effect that has not been
demonstrated before. The mRNA expression of a- and c-
ENaC is strongly increased by inhibiting the PR by its
specific antagonist. This suggests that the action of the PR
negatively affects ENaC expression. To further analyze
these results, we characterized the PR expressed in FDLE
cells. Two isoforms of the PR are known: PR-A and PR-B.
PR-A lacks 164 amino acids at the N-terminus compared
to the full-length PR-B [26]. We were able to show the
mRNA expression of PR-A, while PR-B was not expres-
sed in FDLE cells. It has been shown before that PR-A is
the predominant PR in mouse lung, and PR-B transcripts
are absent in the same lung tissue [22]. It is known that
PR-A acts as a dominant repressor and is able to diminish
the activities of other nuclear receptors such as the GR
[26]. PR-B, on the other hand, activates transcription in
several tissues [51–53]. Therefore, the increase of ENaC
expression observed in the presence of PR inhibition is
well explicable with a reduction of PR-A-mediated GR
repression. For the c-subunit, the diminishing effect of
progesterone persists even after inhibition of the GR. This
suggests another pathway of progesterone-mediated inhi-
bition of glucocorticoid action which remains yet
unknown. Furthermore, the mRNA expression of all
ENaC subunits displays differential regulation under
receptor inhibition. As a- and c-ENaC showed an increase
of expression under PR inhibition, the b-subunit decrea-
ses, which is remarkable since progesterone showed no
effect on b-ENaC expression. These results suggest that
there is still a lot unknown about the interaction of these
hormones and the associated receptors.
In conclusion, we have shown that each ENaC subunit is
individually regulated by steroid hormones and their
receptors. Furthermore, the results show that the effects
obtained with dexamethasone alone differ from a combined
dexamethasone and progesterone treatment, which should
be considered in future analysis of glucocorticoid actions.
Therefore, the study suggests that caution is necessary for
the analysis of glucocorticoid effects since the presence of
progesterone might alter their effect.
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Pulmonale Störungen gehören zu den häufigsten Komplikationen in der Neonatalperiode. Für die 
Weiterentwicklung von Behandlungsstrategien ist es notwendig die Einflussfaktoren und 
Hintergründe dieser Pathologien zu verstehen. Gegenstand dieser Arbeit ist es den Einfluss von 
Progesteron und Dexamethason auf den alveolären Natriumtransport zu charakterisieren. 
Zunächst wurden FDLE Zellen mit Progesteron inkubiert, was zu einer Steigerung der mRNA-
Expression für die α- und γ-ENaC-Untereinheiten führte, während die ß-Untereinheit durch 
Progesteron nicht beeinflusst wurde. Bei der Analyse verschiedener 
Dexamethasonkonzentrationen konnte in dieser Arbeit zunächst ein, in der Literatur beschriebener, 
stimulierender Effekt von Glukokortikoiden bestätigt werden [27,54]. Dabei erhöhte Dexamethason 
die mRNA-Expression der α- und γ-ENaC-Untereinheiten und, im Gegensatz zu Progesteron, auch 
die der ß-Untereinheit. Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit war zunächst, dass die mit 
Dexamethason erreichte Steigerung der ENaC-Expression deutlich größer war, als sie mit 
Progesteron erreicht wurde. Hervorzuheben ist, dass eine Erhöhung der ENaC mRNA-Expression 
nur bis zu einer Konzentration von 300 nM erreicht werden konnte und sich bei einer weiteren 
Erhöhung der Dexamethasonkonzentration eine reduzierte Wirkung auf die mRNA-Expression 
zeigte. Neben der Steigerung der mRNA-Expression des ENaC konnte auch eine Steigerung des 
Natriumtransportes durch Dexamethason gezeigt werden. Zusammenfassend zeigten sowohl 
Progesteron als auch Dexamethason eine stimulierende Wirkung auf die ENaC-Expression und -
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Aktivität. Eine Kombination beider Hormone führte jedoch nicht, wie ursprünglich erwartet, zu einer 
additiven Wirkung auf den Natriumtransport. Im Gegenteil reduzierte die Zugabe von Progesteron 
die maximale Dexamethasonwirkung. Besonders ausgeprägt war dieser Effekt bei der γ-ENaC-
Untereinheit, wo Progesteron den Einfluss von Dexamethason um bis zu 50% reduzierte. Im 
Gegensatz zu den α- und γ-ENaC-Untereinheiten zeigte Progesteron bei der ß-Untereinheit keinen 
Effekt auf die maximale Dexamethasonwirkung. Jedoch wurde bei der Analyse der isolierten 
Progesteronwirkung auch nachgewiesen, dass Progesteron die mRNA-Expression der ß-
Untereinheit nicht beeinflusst. Der Einsatz unterschiedlicher Hormonkonzentrationen zeigte, dass 
sowohl bei der Kombination niedriger als auch bei höheren Konzentrationen der hemmende Effekt 
von Progesteron auf die Dexamethasonwirkung erhalten blieb. Dieser antagonistische Effekt 
konnte von anderen Autoren auch in der Surfactant-Protein B-Synthese von H441 Zellen 
beobachtet werden. Dabei zeigte sich eine konzentrationsabhängige Hemmung des 
Dexamethasoneinflusses durch Progesteron auf die mRNA-Expression und Proteinsynthese [55]. 
Eine mögliche Erklärung für diese Reaktion stellt die hohe Bindungsaffinität von Progesteron am 
Glukokortikoidrezeptor dar [37]. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass Progesteron, wie auch 
andere Steroidhormone, eine deutliche strukturelle Ähnlichkeit aufweist und so eine 
Bindungsaffinität von 22% im Vergleich zum endogenen Liganden Cortisol erreicht. Dadurch ist es 
möglich, dass Progesteron in die Bindungstasche des Glukokortikoidrezeptor passt. Die 
Aktivierung des Glukokortikoidrezeptors bleibt jedoch aus, da Progesteron nicht in der Lage ist 
eine stabile, transkriptionell aktive Rezeptorkonformation zu bilden [37]. Ebenfalls in der Literatur 
beschrieben ist eine partial-agonistische Wirkung von Progesteron am Glukokortikoidrezeptor. 
Dabei aktiviert Progesteron zwar die Transkription des Zielgens, erreicht jedoch nur eine deutlich 
reduzierte Effektivität gegenüber dem vollen Agonisten Cortisol [56]. Diese Mechanismen stellen 
eine Erklärung für den hier beobachteten Rückgang der mRNA-Expression bei der Kombination 
beider Hormone dar, weil Progesteron mit seiner Bindung am Glukokortikoidrezeptor eine Bindung 
von Dexamethason behindert. Des Weiteren ist auch ein hemmender Effekt durch den 
Progesteronrezeptor selbst nicht auszuschließen. Um eine Beteiligung der Steroidrezeptoren zu 
untersuchen wurde der Glukokortikoidrezeptor-Antagonist Mifepriston eingesetzt, der jedoch auch 
den Progesteronrezeptor inhibiert. Um zwischen den beiden Steroidrezeptoren differenzieren zu 
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können, wurde zusätzlich der spezifische Progesteronrezeptor-Antagonist (PF-02367982) [53] 
verwendet. Eine Blockierung des Progesteronrezeptors führte zu einer Verdopplung der α-ENaC 
mRNA-Expression sowohl bei alleiniger Inkubation mit Dexamethason als auch in Kombination mit 
Progesteron. Trotz der Hemmung des Progesteronrezeptors war Progesteron jedoch weiterhin in 
der Lage die maximale Dexamethasonwirkung zu reduzieren. Die Hemmung der 
Hormonrezeptoren durch Mifepriston führte zu einer drastischen Reduktion der mRNA-Expression 
für α-ENaC und beseitigte die reduzierende Wirkung von Progesteron. Dieses Ergebnis unterstützt 
die Hypothese, dass Dexamethason und Progesteron um den Glukokortikoidrezeptor konkurrieren. 
Außerdem lassen die Ergebnisse vermuten, dass die stimulierende Wirkung von Progesteron auf 
die ENaC-Expression bei alleiniger Inkubation nicht über den Progesteronrezeptor, sondern 
ebenfalls über den Glukokortikoidrezeptor vermittelt wird, da eine Hemmung des 
Progesteronrezeptors die ENaC-Expression erhöht. Im Gegensatz zu den α- und γ-Untereinheiten 
wurde die mRNA-Expression der ß-Untereinheit sowohl durch Mifepriston als auch durch den 
Progesteronrezeptor-Antagonisten reduziert, unabhängig von der Anwesenheit Progesterons. Die 
γ-ENaC-Untereinheit zeigte, ebenso wie die α-ENaC-Untereinheit, eine Erhöhung der mRNA-
Expression durch die Zugabe des Progesteronrezeptor-Antagonisten. Auch blieb der hemmende 
Effekt durch Progesteron erhalten und die Zugabe von Mifepriston führte zu einer Reduktion der γ-
ENaC mRNA-Expression. Im Gegensatz zur α-ENaC-Untereinheit zeigte Progesteron jedoch auch 
unter Mifepriston eine hemmende Wirkung auf die mRNA-Expression. Die Erhöhung der mRNA-
Expression durch den selektiven Progesteronrezeptor-Antagonisten führte zu der Annahme, dass 
der Progesteronrezeptor selbst eine hemmende Wirkung auf die mRNA-Expression besitzt. Die 
Untersuchung des Progesteronrezeptors zeigte dem entsprechend, dass in FDLE Zellen nur der 
Progesteronrezeptor-A exprimiert wird. Für diesen Rezeptorsubtyp wurde bereits eine hemmende 
Wirkung auf den Glukokortikoidrezeptor beschrieben [38].  
Das Phänomen der gehemmten Dexamethasonwirkung durch Progesteron konnte auch in Ussing-
Kammer Messungen gezeigt werden. Der hemmende Einfluss von Progesteron auf den 
Natriumtransport konnte allerdings erst bei einer Dexamethasonkonzentration von 300 nM 
nachgewiesen werden, obwohl erste signifikante mRNA-Reduktionen der γ-Untereinheit schon bei 
einer Konzentration von 100 nM nachgewiesen werden konnten. Eine Erklärung hierfür ist, dass 
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die mRNA-Expression bei 300 nM stärker gehemmt wird und vor allem auch der Einfluss auf die α-
Untereinheit stärker wird. Wie eingangs erwähnt ist diese Untereinheit für die Funktionalität des 
Kanals von besonderer Relevanz [16].  
Zusammenfassend geht aus der vorliegenden Arbeit hervor, dass jede Untereinheit des ENaC 
individuell von Steroidhormonen und deren Rezeptoren reguliert wird. Dieses Ergebnis zeigt, dass 
Veränderungen in der mRNA-Expression nicht allein aussagekräftig sind, sondern der letztendliche 
Einfluss auf den Natriumtransport immer mit untersucht werden sollte.    
Darüber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass sich die Dexamethasonwirkung bei kombinierter 
Progesteronbehandlung deutlich verändert. Der negative Einfluss auf die Dexamethasonwirkung 
sollte im Hinblick auf die einleitend erwähnte postnatale Progesteronsubstitution bei 
Frühgeborenen bedacht werden. Des Weiteren sollten diese Ergebnisse zukünftig bei Analysen 
von Glukokortikoidwirkungen in Kombination mit weiblichen Geschlechtshormonen berücksichtigt 
werden. In weiteren Forschungsarbeiten sollte ebenfalls untersucht werden, ob unter anderen 
Versuchsbedingungen, wie z.B. der endotrachealen Applikation der Hormone, Änderungen der 
alveolären Flüssigkeitsabsorption gezeigt werden können.  
In jedem Fall trägt diese experimentelle Arbeit zum weiteren Verständnis des alveolären 
Natriumtransports bei und zeigt deutlich, wie sich die Wirkung verschiedener Hormone gegenseitig 
beeinflussen kann. Es werden weitere Studien notwendig sein, um die Regulation der Ionenkanäle 
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